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in hiperholesterolemija, vplivajo tudi spremembe v genih. V naši raziskavi smo se 
osredotočili na SNP v promotorju gena za eritropoetin (EPO) v slovenski populaciji 
bolnikov. Primerjali smo dve skupini preiskovancev; prva je vključevala 235 sladkornih 
bolnikov tipa 2, ki imajo PDR, druga pa je služila kot kontrola in vključevala 664 
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AB In the modern world, people often lack time for active live-style and healthy and quality 
nutrition, which we see as increase in the incidence of type 2 diabetes, obesity and 
cardiovascular disease. The number of cases of type 2 diabetes has tripled over the last 
three decades, and predictions do not indicate a decrease in the number of diabetics. It 
is expected that developing countries will face the biggest consequences in the 
upcoming years, with the 40 % more cases of type 2 diabetes than developed countries. 
One of the possible complications of this disease is proliferative diabetic retinopathy 
(PDR), which occurs in 15 % of patients and can lead to blindness if treated incorrectly. 
Previous studies suggest that expected known risk factors such as blood sugar, 
hypertension and hypercholesterolaemia cannot be responsible for all the cases of PDR, 
requesting that changes in genes play a significant role in development of PDR. In our 
study, we focused on SNP in the promotor of the gene for erythropoietin (EPO). We 
compared two Slovenian populations, case group containing of 235 type 2 diabetes 
patients with PDR, and control group with 664 type 2 diabetics without PDR. With 
molecular-genetic analysis we checked whether the rs1617640 polymorphism in 
promotor of the EPO gene is a possible PDR marker in patients with type 2 diabetes. 
The results of the distribution of genotypes and alleles showed that the investigated 
polymorphism was not associated with PDR. Distribution of genotypes between groups 
was near significance (p = 0.0564), therefore it would be necessary to perform the 
analysis on the larger group of participants. 
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Hitra svetovna gospodarska rast v zadnjih desetletjih je močno spremenila način in tempo 
življenja, posledica tega so spremenjene prehranjevalne navade ljudi, ki so vplivale na vse večjo 
pojavnost sladkorne bolezni, debelosti in bolezni srca ter ožilja. Za oba tipa sladkorne bolezni 
je značilna hiperglikemija, oksidativni stres, vnetja in znatno povišanje makrovaskularnih ter 
mikrovaskularnih komplikacij (Brownlee, 2001). Diabetična retinopatija (DR)  je eden izmed 
vodilnih vzrokov za razvoj slepote pri delovno aktivni populaciji in je odgovorna za 4,8 % 
globalne slepote (Resnikoff in sod., 2004). Pri ljudeh, ki so bili diagnosticirani z diabetesom po 
30 letu starosti in ga imajo že več kot 15 let, se je DR pojavila pri 77,8 %, problemi s PDR pa 
so se pojavili pri 15,5 % testiranih. Resnost retinopatije prav tako korelira s trajanjem sladkorne 
bolezni (Klein in sod., 1984). Mehanizmi nastanka DR niso še popolnoma znani. Trenutni 
model pravi, da se med  dlje časa trajajočim hiperglikemičnem stanjem poškodujejo žile v 
mrežnici, kar vodi v hipoksijo. Hipoksija v mrežnici povzroči, da se hipoksija inducibilna faktor 
veže na DNA in s tem stimulira izražanje velikega števila genov, ki zmanjšujejo hipoksijo, eden 
od teh je tudi eritropoetin (EPO). Posledično povečano izražanje citokinov naj bi nato vplivalo 
na progresijo DR, ki s časoma lahko vodi v PDR (Wang in Semenza, 1993). Znano je, da 
genetska variabilnost zapisa DNA posameznika močno vpliva na izražanje genov in njihovo 
odzivnost na zunanje vplive (Nebert in sod., 1991; Redondo in sod., 2001). Dober klinični 
pokazatelj bolezni vezana na gene, je večja pojavnost v družinah, ki je ne moremo razložiti z 
okoljskimi, biokemičnimi ali biološkimi dejavniki tveganja. Klinične študije na diabetikih so 
pokazale na znatne variacije v resnosti retinopatije, ki jih ne moremo razložiti z znanimi 
dejavniki tveganja, kot so trajanje sladkorne bolezni, stopnja glikemične kontrole ali hkratna 
bolezen ožilja (Moss in sod., 1994). EPO je glikoprotein, ki igra ključno vlogo v stimulaciji 
zarodnih celic in eritropoezi. Prav tako je odgovoren za stimulacijo proliferacije, migracije in 
angiogeneze žilnih celic, ko so te izpostavljene hipoksiji.  (Gunning in Greve, 1998). Receptorji 
za EPO so prisotni v žilnih endotelnih stenah in mrežnici (Staso in sod., 2002; Ge in sod., 2000). 
Mnogo študij je odkrilo višje koncentracije EPO v steklovini bolnikov z DR in PDR napram 
kontrolam (Whishart in sod., 1998; Kubota in sod., 2003; Lai in sod., 2006; Tham in sod., 
2009). Humani gen EPO je lociran na kromosomu 7q21 (Lee in sod., 1984). Narejeno je bilo 
mnogo študij na različnih populacijah ljudi po svetu, ki so iskale povezavo med  polimorfizmi 
gena EPO in pojavu diabetične retinopatije pri bolnikih s sladkorn boleznijo tipa 2 (SB2) (Tong 
in sod., 2008; Abhary in sod., 2010;  Song in sod. 2015; Dame in sod., 2018). Dve ločeni 
raziskovalni skupini Abhary in sod. (2010) ter Tong in sod. (2008) sta ugotovili, da imajo 
posamezniki s polimorfizem rs1617640  gena EPO, večjo možnost za pridobitev in razvoj PDR 
napram sladkornim bolnikom, ki tega polimorfizma nimajo.  
 
Namen našega dela je z molekularno-genetsko analizo testirati polimorfizem rs1617640 kot 
možni genski označevalec PDR pri bolnikih s sladkorno boleznijo tipa 2. Gen EPO predstavlja 
dejavnik tveganja za diabetično retinopatijo v slovenski populaciji.   
Kordiš M. Polimorfizem rs1617640 gena za EPO … retinopatije pri bolnikih s sladkorno boleznijo tipa 2.  
    Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019  
2 
 
2 PREGLED OBJAV  
2.1 EPIDEMIOLOGIJA SKLADKORNE BOLEZNI TIPA 2 IN DIABETIČNE 
RETINOPATIJE 
Sladkorna bolezen je najbolj razširjena nenalezljiva bolezen na svetu. Poznamo dva tipa te 
bolezni. Pri tipu 1 bolniki izgubijo beta celice trebušne slinavke, ki izločajo inzulin. Sladkorna 
bolezen tipa 2 se pravilom pojavi tekom staranja pri posameznikih, ki imajo povišano telesno 
težo in se premalo gibljejo. Glavni vzrok za pojav SB2 je modern način življenja, ki ne dopušča 
veliko časa za kvalitetno prehranjevanje in ukvarjanje s športom, to potrjujejo tudi številke, ki 
kažejo na podvojitev števila posameznikov z diabetesom v zadnjih treh desetletjih. SB2 ima 
90-95 % sladkornih bolnikov, zato je zmanjševanje tega števila trenutno eden največjih 
globalnih izzivov javnega zdravstva (Zimet in sod., 2001). Leta 2010 je bila globalna 
prevalenca SB2 (starost 20-79 let) 6,4 %, kar nanese 285 milijonov bolnikov. Predvidevanja 
kažejo, da bo številka do leta 2030 narasla na 7,7  % oz. 439 milijonov bolnikov. V razvijajočih 
se državah naj bi se med navedenima letoma število bolnikov povečalo za 69 % in v razvitih 
državah za 20 % (Shaw in sod., 2009). Po podatkih, ki jih v javnost daje Nacionalni inštitut za 
javno zdravje, se je med letoma 2010 in 2015 število bolnikov s sladkorno boleznijo povečalo 
za 15  % in je leta 2015 znašalo 106 300 ljudi. 
  
Diabetična retinopatija, ki lahko kasneje vodi v proliferativno diabetično retinopatijo, je vodilni 
vzrok za izgubo vida pri odraslih, starih od 20 do 74 let (Cheung in sod., 2010). Ocenjujejo, da 
je imelo leta 2010 po svetu 93 milijonov ljudi DR in 17 milijonov ljudi PDR (Clustering …, 
1997; Yau in sod., 2012). 
2.2 KLINIČNE KARAKTERISTIKE SLADKORNE BOLEZNI TIPA 2 
Sladkorna bolezen tipa 2 je kronična bolezen, ki zaradi svoje kompleksnosti zahteva 
nadzorovanje večih dejavnikov. V skladu z današnjimi standardi se SB2 diagnosticira, če je 
koncentracija glukoze v krvi ≥ 7,0 mmol/L (testiranje glukoze v plazmi na tešče) ali ≥ 11,1 
mmol/L (testiranje peroralne tolerance na glukozo) ali testiranje glukoze v plazmi tekom dneva. 
Glukozna intoleranca je še posebej povezana z abdominalno ali visceralno debelostjo (ITM: 
>25 kg/m2), dislipidemijo z visokimi trigliceridi (>2,82 mmol/L) in/ali nizkim holesterolom 
HDL (<0,90 mmol/L) ter hipertenzijo (≥140/90 mmHg) (Standards of medical care). 
2.3 PATOGENEZA SLADKORNE BOLEZNI TIPA 2 IN KRONIČNE KOMPLIKACIJE 
Da bi bolje razumeli nastanek in razvoj DR, moramo najprej razumeti patogenezo sladkorne 
bolezni tipa  2. V grobem  lahko rečemo, da je pri sladkorni bolezni tipa 2 izločanje inzulina 
nezadostno glede na potrebe telesa, glavno vlogo pri tem imata inzulinska rezistenca v tarčnih 
celicah in okvarjeno izločanje inzulina beta celic trebušne slinavke. Tkiva, ki bi morala 
privzemati inzulin, postanejo nanj neobčutljiva, kar privede do povišane vrednosti sladkorja v 
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krvi. Beta celice trebušne slinavke na to reagirajo s povečano produkcijo inzulina, ki zaradi 
inzulinske rezistence celic še vedno ne zniža koncentracije glukoze. Sčasoma se zmožnost celic 
beta za proizvodnjo inzulina še bolj zmanjša, kar v večini primerov privede do nastanka 
sladkorne bolezni tipa 2 (Kahn in sod., 1993). 
2.3.1 Dejavniki za nastanek inzulinske rezistence in nezadostnega izločanja inzulina  
Za inzulinsko rezistenco sta značilni zmanjšana občutljivost in odzivnost okoliških tkiv na 
inzulin. Skozi bolezen se tako maksimalni vstop glukoze v periferna tkiva zmanjša za 30-60  
%. Večina študij  je pokazala, da je inzulinska rezistenca najpomembnejši dejavnik za razvoj 
kasnejše SB2. Zaradi močnega dednega dejavnika pri SB2 lahko sklepamo, da je dedna napaka 
najverjetnejši vzrok za začetek inzulinske rezistence. Vseeno pa so pri razvoju zmanjšane 
inzulinske odzivnosti ključni okoljski dejavniki (debelost in telesna neaktivnost). Z modernimi 
metodami je bilo najdenih veliko genov, ki bi lahko bili povezani s povečanjem verjetnosti 
nastanka inzulinske rezistence, a nobeden o teh ni dal izrazitih rezultatov.  Kot najbolj 
zanesljivega kandidata velja omeniti polimorfizem Pro12Ala v genu za receptor, aktiviran s 
peroksisomskim proliferatorjem γ (PPAR-γ). Vzročne povezave med temi polimorfizmi in SB2 
so še nejasne, a vsekakor povezane tudi z motnjah v celicah β (Lohmueller in sod., 2003; Parick 
in Groop, 2004). 
 
Obstaja več dejavnikov, ki vplivajo na poslabšano izločanje inzulina iz β celic. Iz raziskav na 
tem področju vidimo, da imajo določene genske predispozicije pri posameznikih močan 
doprinos k napakam v β celicah, prav tako so pri nekaterih bolnikih odkrili genetske mutacije, 
ki so bile vzrok za nastanek bolezni. Še vedno je takšne genske napake težko ugotoviti pred 
razvojem bolezni (Cnop in sod., 2007; Stride ter sod., 2002). Drug dejavnik so odkrili Butler in 
sod. (2003), ko so po obdukciji na znatnem številu bolnikov ugotovili zmanjšano število celic 
beta, kar rezultira manjši celokupen volumen beta celic in s tem slabše izločanje inzulina v 
primerjavi z zdravimi posamezniki. 
2.3.2 Kronične komplikacije sladkorne bolezni  
Dolgotrajna povišana vrednost sladkorja v telesu privede do različnih zapletov, ki lahko pod 
slabim nadzorom vodijo do ledvične odpovedi, kardiovaskularne bolezni, amputacije spodnjih 
udov in slepote. Podvoji se možnost za srčni infarkt ali možgansko kap in potroji možnost, da 
bosta ta smrtna (International Diabetes Federation). Hkrati visoke stopnje sladkorja v krvi v 
začetku inzulinske rezistence oslabijo zmožnost branjenja telesa pred malignimi tvorbami kar 
poviša tveganje za razvoj raka mehurja, dojk, debelega črevesa, materničnega vrata, trebušne 
slinavke, prostate in maternice (Orgel in Mittelman, 2013; Djiogue in sod., 2013). 
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2.4 DEJAVNIKI TVEGANJA DR IN GENETSKI VPLIV 
Zaradi pogostosti razvoja motenj vida pri bolnikih s sladkorno boleznijo je pomembno, da 
obiskujejo redne preglede, kjer se nadzirajo in optimizirajo glavni dejavniki tveganja za razvoj 
DR in drugih komplikacij povezanih z diabetesom. Bistveni so glikemična in lipidna kontrola 
ter nadzor krvnega tlaka. Lachin in sod. (2008) so ugotovili, da sta kombinacija trajanja 
sladkorne bolezni in stopnja HbA1c odgovorni za 11 %  pojavov DR pri sladkornih bolnikih. 
Za ostalih 89 % bolnikov je potrebno vzrok najti drugje, ostali možni dejavniki tveganja so 
genetski vzroki, okoljski toksini, okvare metabolnih poti, ki prinesejo do povišanja stopnje 
prostih maščobnih kislin.  
 
Epidemiološke študije kažejo, da se prevalenca DR veča s trajanjem sladkorne bolezni, a jo  
lahko do neke mere upočasnimo z dobro glikemično kontrolo (Turner in sod., 1998). A kljub 
temu nekateri bolniki tudi ob dobri glikemični kontroli razvijejo DR, medtem ko se pri drugih 
posameznikih s slabo glikemično kontrolo to ne zgodi (Keenan in sod., 2007). To je še eden 
izmed dokazov, ki kaže, da ima razvoj DR vzrok v spremembah v genih. Mnogo študij, ki je 
preverjalo pojavnost in agregacijo DR v družinah, je potrdilo, da obstaja več genov, ki so za to 
odgovorni (Rema in sod., 2002; Halman in sod., 2006; Arar in sod., 2008; Hieatala in sod. 
2008).  Izvedenih je bilo veliko študij, ki so poskušale ugotoviti, ali je določena sprememba v 
genu vključenem v patogenezo DR ali PDR lahko odgovorna za razvoj navedenih zapletov. 
Preverjeni so bili različni polimorfizmi v genih povezanih z oksidativnih stresom, kot so 
dušikov oksid sintaza (angl. nitric oxide sythase 3; NOS3) in UCP2 (Zhao in sod., 2012; Santos 
in sod., 2012), rastnimi faktorji, kot sta vaskularni endotelni rastni faktor (angl. vascular 
endothlial growth factor; VEGF), inzulinu podoben rastni faktor (angl. insulin-like growth 
factor; IGF) (Khalfaoui in sod., 2009; Awata in sod., 2002; Uthra in sod., 2007), geni, ki so 
vpleteni v renin-angiotenzinski sistem (Tarnow in sod., 2008; Zhau in Yang, 2010) in drugi. 
2.5 DR IN PDR 
Prvim spremembam, ki se pojavijo v očesu diabetikov, pravimo neproliferativne diabetična 
retinopatija. Hiperglikemija zmanjšuje funkcijo epitelija in povzroča debeljenje bazalne 
membrane, kar prispeva k spremembam kapilar v mrežici, ki preoblikujejo krvno-mrežnično 
pregrado in spremenijo vaskularno prepustnost. To lahko vidimo kot majhna zatekanja oz. 
mikroanevrizme v stenah mrežničnih kapilar (Forbes in Cooper, 2013; Opere in Shea, 2011). S 
prehodom DR v zmerno NPDR se poškodbe na kapilarah večajo. Pojavijo se okluzije v 
kapilarah, ki pomanjšajo oskrbo mrežnice s kisikom, kar vodi v ishemijo le-te. Ishemija 
mrežnice se povečuje in sčasoma nastajajo večje venske nepravilnosti, kot so dilatacija, 
nastajanje žilnih zank, uhajanje iz žil. Tekočina bogata z lipidi izhaja iz razpokanih in 
poškodovanih kapilar ter tvori lipidne obloge, ki lahko pri nekaterih bolnikih že povzročajo 
motnje pri centralnem perifernem vidu. Vendar v tem stadiju še ne pride do izgube vida. Resna 
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NDPR je kategorizirana z močnejšim krvavenjem, mikroanevrizmih in formaciji lipidnih 
izcedkov (Opere in Shea, 2011). 
 
Ko pride do neovaskularizacije in/ali krvavitev v steklovini bolnika, je ta diagnosticiran s PDR. 
Zaradi preprek v žilah in posledične ishemije se poviša izločanje rastnih faktorjev, ki stimulirajo 
nastanek novih kapilar (neovaskularizacija), da bi te povišale oskrbo tkiva s kisikom. 
Novonastale kapilare so slabo funkcionalne, krhke in prepuščajo kri. Če takšno stanje ne 
zdravimo, pride do odstopa mrežnice, ki jo bolniki zaznajo kot temne packe v vidnem polju. 
Končna stopnja PDR pa je popolna izguba vida (Cilenšek in Petrovič, 2012; Opere in Shea, 
2011). 
 
Slika 1: 1.: NPDR z vidnimi krvavitvami v mrežnici; 2.: NDPR z mikro-anevrizmi in lipidni skupki; 3.: PDR z 
neovaskularizacijo; 4.: PDR z neovaskularizacijo in krvavitvami v steklovine; 5.: PDR z delnim odstopom 
mrežnice (Nentwich in Ulbig, 2015) 
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2.5.1 Klinične karakteristike DR 
Resnost diabetične retinopatije razvrščamo v dve stopnji, in sicer neproliferativno diabetično 
retinopatijo in proliferativno diabetično retinopatijo. S pomočjo mednarodne lestvice za 
določanje resnosti DR (Preglednica 1) zdravnik natančneje določi stanje DR pri bolniku.  
Preglednica 1: Mednarodna lestvica za določanje resnosti DR 
Stopnja resnosti bolezni  Vidne spremembe po oftalmoskopiji 
Brez retinopatije Ni nepravilnost 
Blaga NDPR Mikroanevrizmi 
Zmerna NPDR Več mikroanevrizmnov, a manj kot pri resni NDPR 
Resna NDPR Vsaj en znak od naštetih, a brez znakov PDR: 
 Več kot 20 intraretinalnih krvavitev v vsakem od štirih 
kvadratov 
 Izraziti utori na venah  v dveh ali večih kvadratih 
 Izrazite intraretinalne mikrovaskularne nepravilnosti 
PDR Eno ali oboje od navedenega: 
 Neovaskularizacija 
 Krvavitve v steklovini 
2.5.2 Patogeneza DR in PDR 
Klinične karakteristike, ki  so značilne za DR so povečana vaskularna prepustnost, hemostatske 
motnje, nefunkcionalnost endotelija, povečana ishemija v tkivu in neoangiogeneza. Patogeneza 
DR še vedno ni znana v popolnosti. Razlog za to je, da na njen mehanizem vpliva ogromno 
dejavnikov, ki so povezani z dolgoročno hiperglikemijo, kot so spremembe v toku krvi v 
mrežnici, hemostatske motnje, metobolne spremembe, povečan oksidativni stres, aktivacija 
izoform protein kinaze C in druge (Brownlee, 2005). Poleg tega mnoge sistemske nepravilnosti 
pri sladkorni bolezni vplivajo na delovanje trombocitov in trombocitni sistem ter so lahko 
vključene v razvoj DR oz. PDR. Te spremembe so hiperaktivni trombociti, zmanjšana 
produkcija vaskularnega prostaciklina, nefunkcionalnost endotelija, kar vodi v povečanje ravni 
cirkulacije von Willebrandovega faktorja, levkocitnih adhezijskih molekul in hiperkoagulacije 
ter zmanjšanje hitrosti fibrinolize. Zvišane ravni medcelične adhezijske molekule-1 in 
inhibitorja plazminogenskega aktivatorja-1 mRNA kot tudi znižane ravni tkivnega aktivatorja 
plazminogena so posebej odkrite v žilah mrežnice s sladkorno boleznijo v primerjavi s 
posamezniki brez sladkorne bolezni (Kunicki in sod., 1997; McLeod in sod., 1995). Večina se 
strinja, da so vnetje, fibroza in angiogeneza ključni dejavniki pri razvoju PDR. (Beijnum in 
sod., 2008). K temu spadajo različni rastni faktorji, citokini in kemokini, ki so povezani z 
angiogenezo in razvojem DR (Wang in Semenza, 1993; Abu El-Asrar in sod., 2012). 
Angiogenska homeostaza je v zdravem očesnem tkivu kontrolirana z razmerjem med 
stimulatorjem angiogeneze VEGF in inhibitorjem angiogeneze faktorja, pridobljenega iz 
pigmentnega epitela (angl. pigment epithelium-derived factor; PEDF). Pri pojavu PDR se to 
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ravnovesje premakne v smer višanja angiogeneze (Simo in sod., 2006). Poškodbe žil zaradi 
dolgotrajne hiperglikemije povzročijo hipoksijo v mrežnici, kar privede do izražanja različnih 
genov, ki skušajo stanje popraviti, sem spadata gena VEGF, EPO in različni citokini, ki 
vzpodbudijo angiogenezo in fibrozo. Za bolnike s PDR je značilno, da imajo v steklovini 
povečano izražanje VEGF in EPO, medtem ko je izražanje inhibitorja angiogeneze faktorja 
PEDF zmanjšano. Odkrito je bilo tudi, da stopnji VEGF in EPO korelirata s stopnjo HbA1c, 
kar nakazuje, da ima glikemična kontrola vpliv na razvoj PDR (Abu El-Asrar in sod., 2012). 
Izkazalo se je, da tudi oksidativni stres botruje k razvoju PDR. To so odkrili Murata in sod. 
(2012), ko so raziskovali povezavo med vnetjem in oksidativnim stresom pri PDR. Ugotovili 
so, da je vaskularni adhezivni protein 1 (angl. vascullar adhesion protein; VAP-1) možna 
povezava med njima, saj je njegova koncentracija v steklovini pri SB2 bolnikih večja kot pri 
zdravih ljudeh. V nadaljnjih in vitro študijah so dokazali povišanje VAP-1 po stimulaciji z 
glukozo ali vnetnimi citokini, kot so TNF-α in IL-1β. Za kar so odgovorne matrične 
metaloproteinaze -2 in -9, kolagenaza tipa IV, ki so ključne pri proteinski cepitvi VAP-1 iz 
mrežničnih kapilarnih endotelijskih celic.  
2.6 ERITROPOETIN IN POLIMORFIZEM rs1617640 
2.6.1 Eritropoetin 
Gen za eritropoetin (EPO) se pri človeku nahaja na 7. kromosomu, na sredini dolge ročice v 
regiji q22.1 (Zerbino in sod., 2018). Sestavljen je iz petih eksonov ter štirih intronov (Slika 2), 
ki kodirajo enojno polipeptidno verigo. Ta vsebuje 193 aminokislin, kjer se med dvema 
cisteinoma formirata dva disulfidna mostička ključna za biološko aktivnost (Lai in sod., 1986).  
 
Slika 2: Genomske koordinate gena EPO ter prikaz zgradbe gena. Eksoni so označeni z rjavimi pravokotniki in 
introni z rjavo črto. SNP rs1617640 se nahaja navzgor od gena na lokaciji 7: 100719675 bp (Zerbino in sod., 2018) 
Eritropoetin je hormon, ki je pri sesalcih primarno odgovoren za regulacijo produkcije rdečih 
krvničk oz. regulacijo kapacitete zmožnosti kisika, ki ga je kri sposobna prenašati po telesu 
(Bondurant in Koury, 1986). Na povečano izražanje eritropoetina vpliva zmanjšana dostava 
kisika v telesna tkiva, za kar je odgovorno staranje rdečih krvničk, zmanjšan tlak kisika v 
okolici, povečana afiniteta kisika do hemoglobina in podobni vzroki, ki zmanjšujejo prinos 
kisika v tkiva. Pri močni hipoksiji, se produkcija EPO lahko poveča do več tisočkrat, nakar se 
začne hormon izločati iz ledvic in krožiti po krvi ter se ob tem veže na njemu specifične 
eritropoetinske receptorje. To spodbudi produkcijo rdečih krvničk v kostnem mozgu in poveča 
kapaciteto krvi za prenos kisika (Krantz, 1991).  Na podlagi preteklih raziskav, ki kažejo 
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povečano izražanje EPO v mrežnici (Whishart in sod., 1998; Kubota in sod., 2003) so Watanabe 
in sod. (2005) so potrdili, da ima EPO poleg vpliva pri eritropoezi, prav tako močan vpliv pri 
procesu rasti novih žil iz že obstoječih žil ali angiogenezi v mrežnici, s tem pa pomembno vpliva 
na razvoj PDR.  
2.6.2 Polimorfizem rs1617640 gena za EPO 
Polimorfizem definiramo kot lastnost, ki je kontrolirana z enim lokusom, ki vsebuje dva alela, 
pri tem pa mora biti frekvenca najmanj pogostega alela vsaj 1 %. Torej gre za razlike v 
zaporedjih DNA med različnimi posamezniki, skupinami in populacijami. Najpogostejši 
polimorfizem je polimorfizem posameznega nukleotida (angl. single nucleotide polymorphism; 
SNP). V to skupino polimorfizmov spada tudi polimorfizem gena EPO, ki smo ga preučevali. 
Obstaja več tipov polimorfizmov, lahko pride do zamenjave nukleotida, insercije, delecije ali 
prerazporeditve večih nukleotidov.  
 
Ideja o pomembnosti regulacije genov pri dovzetnosti za bolezni in izražanju različnih 
fenotipov izhaja iz tega, da genom človeka vsebuje manj protein kodirajočih genov, kot je 
pričakovano (Peltonen in McKusick, 2001). Promotorji so odgovorni za začetek prepisovanja 
(transkripcije) in so eden od pomembnih cis delujočih elementov, ki uravnavajo izražanje 
genov. Iz tega razloga lahko polimorfizem na tem mestu povzroči največje spremembe pri 
izražanju genov. Vendar se od večine regulativnih elementov razlikujejo v tem, da so njihove 
lokacije fiksirane glede na položaje svojih genov, zato so promotorska zaporedja idealna izbira 
za izvedbo obsežne analize in funkcionalne anotacije le-teh. Ker je za določitev funkcionalnosti 
potrebna neposredna eksperimentalna analiza, študije raziskujejo  majhno število promotorjev, 
za katere obstaja sum, da s vpleteni v določeno bolezen. Študija Hoogendoorn in sod. (2003), 
je bila ena prvih, ki je analizirala večje število človeških promotorjev natančneje 250 
promotorjev in dokazala, da tretjina genetskih variant promotorjev modificira izražanje gena za 
več kot 50 %. Prav tako se polimorfizem rs1617640 nahaja v promotorju gena EPO (Slika 3). 
 
Slika 3: Lokacija SNP-ja v promotorju gena EPO (Zerbino in sod., 2018) 
 
Do zdaj je bilo glede na podatkovno bazo NCBI narejenih 15 študij, ki so na različnih 
populacijah ugotavljale povezavo med polimorfizmom rs1617640 in različnimi fenotipi oz. 
povečanimi stopnjami tveganja za določene bolezni. Stopnjo tveganja za razvoj PDR. Med 
njimi jih je sedem preučevalo povezavo med polimorfizmom in mikrovaskularnimi 
komplikacijami (DR in PDR). V štirih študijah polimorfizma niso potrdili kot možnega 
genskega označevalca za razvoj PDR (Hosseini in sod., 2015; Song in sod., 2015; Li in sod., 
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2017; Dame in sod., 2018), medtem ko so pri ostalih treh študijah potrdili povezavo med 
polimorfizmom in tveganjem za razvoj PDR (Tong in sod., 2008; Abhary in sod., 2010; Fan in 
sod., 2016).   
3 BOLNIKI IN METODE DELA 
V študiji smo primerjali dve skupini bolnikov iz Slovenije, ki med seboj niso v sorodu in imajo 
SB2 že več kot 10 let ter imajo potrjen oftalmološki status. Zgodovina glikemične kontrole ni 
bila kontrolirana. Potrditev, da imajo SB2, je bila sprejeta v  kriterijih po smernicah American 
Diabetes Association. Pregled je bil opravljen s strani višjega oftalmologa, ki je po razširitvi 
zenice (tropikamid in fenifrin 2,5 %) določil prognozo s špranjsko svetilko in biomikroskopom 
z ne-kontaktnimi lečami in jo dokumentiral s 50-kotno fundus kamero (Topcon-TRc 40-IX, 
Tokio, Japonska). Stopnja DR je bila določena po ETDRS lestvici resnosti retinopatije.  
 
V testni skupini je 235 bolnikov s SB2 in PDR. Kontrolno skupino sestavlja 664 bolnikov s 
SB2, ki v zadnjih 10 letih niso kazali kliničnih znakov DR. 
3.1 ETIČNA PRIVOLITEV  
Pred vključitvijo v raziskavo so preiskovanci podali pisno soglasje k sodelovanju. Prav tako so 
bili seznanjeni z namenom raziskave. Raziskavo je odobrila Komisija republike Slovenije za 
medicinsko etiko dne 13.12.2011 (118/12/11). Raziskava je bila opravljena v skladu s 
Helsinško deklaracijo iz leta 1975. 
3.2 BIOKEMIČNI PARAMETRI IN MERJENJE TLAKA 
Krvni biokemični parametri so bilo določeni po standardnih metodah. Bolnikom je bil na tešče 
preverjen celokupni holesterol, vrednost trigliceridov in HDL, glukoza v krvi in HbA1c. 
Arterijska hipertenzija je bila definirana pri sistoličnem krvnem tlaku višem od 140mmHg in 
diastoličnem višjem od 90 mmHg ali po povišanju obeh vrednosti.  
3.3 EKSTRAKCIJA GENOMSKE DNA 
Ekstrakcijo DNA smo izvedli v laboratoriju za molekularno genetiko Inštituta za histologijo in 
embriologijo na Medicinski fakulteti v Ljubljani. Vzorci krvi so bili shranjeni v 6 ml 
hemogramskih vakuumskih epruvetah z 0,18M EDTA. Odstranitev levkocitov iz venske 
periferne krvi smo izvedli z robotsko napravo QIAcube (Quigen GmbH, Hilden, Nemčija). 
Nato smo z uporabo kompleta reagentov DNA Blood Mini Kit (Quigen GmbH, Hilden, 
Nemčija) izvedli izolacijo genomske DNA po protokolu: AL pufer, 96 % etanol, AW1 pufer, 
AW2 pufer, AE pufer in proteazo (285 μL proteaze / 200 μL krvi). Po navodilih proizvajalca 
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naj bi z izolacijo iz 200 μL krvi pridobili 4-12 μg genomske DNA. Genomska DNA je bila pred 
prihodnjo genotipizacijo shranjena pri  -20 °C. 
3.4 GENOTIPIZACIJA 
Genotipizacijo smo izvedli z metodo PCR v realnem času s pomočjo kemije KASPar (LGC 
Genomics, Middlesex, VB). Sistem KASPar uporablja kompetitivni alelno specifični PCR v 
kombinaciji z utiševalnim reporterjem FRET. Za genotipizacijo izbranega SNP-ja je bil naročen 
predpripravljen in validiran SNP test licenciranega proizvajalca KASPar SNP Genotyping. Za 
izvedbo testa je potrebno, da se sintetizirajo trije oligonukleotidi; dva za alel specifična 
oligonukleotida in en skupni protismerni oligonukleotid. Nato se po pomnoževanju genomske 
DNA izmeri fluoroforni signal ter določi genotip. Sistem KASPar  uporablja fluorescenčne 
barve FAM in VIC za razlikovanje med fenotipi in ROX kot pasivno referenčno barvo. 
Izvajanje PCR ciklov, merjenje stopnje fluorescence in določanje genotipov, glede na 
diskriminacijo alelov smo izvedli z StepOne™ Real-Time PCR in programsko opremo 
Software version 2.2 (Applied Biosystems, Foster City, Kalifornija, ZDA). 
3.5 STATISTIČNA ANALIZA 
Statistične analize smo izvedli s programom SPSS za MS Windows ver. 20.0 (IBM SPSS, New 
York, ZDA). Zvezne klinične podatke smo primerjali s t-testom za neodvisne vzorce in Chi-
kvadrat test za diskretne podatke. Podatki so bili izraženi kot povprečje ± SO (zvezne 
spremenljivke) ali kot število in odstotek bolnikov (kategorične spremenljivke). P-vrednost 
<0,05 se je štela za statistično pomembno. Logistična regresija je bila uporabljena za izračun 
razmerja verjetnosti (RV) z ustreznim 95-odstotnim intervalom zaupanja (IZ) za DR s 
prilagoditvijo parametrov, kot so trajanje sladkorne bolezni, inzulinsko zdravljenje, HbA1c, 
raven krvnega tlaka, indeks telesne mase, holesterol in koncentracije trigliceridov. 
4 REZULTATI 
Klinične karakteristike preiskovanih bolnikov s SB2 in PDR ter bolnikov s SB2, ki so služili 
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Starost (?̅? ± SO) 64 ± 9 65 ± 9 0,17  
Delež moških 117 (49,8 %) 340 (51,2 %) 0,71  
ITM [kg/m2] 28,52 ± 4,36 30,2 ± 4,54 <0,001  
Sistolični krvni tlak [mmHg] 146 ± 24 149 ± 20 0,07  
Diastolični krvni tlak [mmHg] 84 ± 10 85 ± 11 0,81  
Trajanje SB2 (leta) 20 (15-25) 12 (10-17) <0,001  
Število bolnikov na inzulinski terapiji 173 (74,9 %) 279 (46,8) <0,001  
HbA1c (%) 7,95 ± 1,47 7,68 ± 1,23 0,018  
Zgodovina hipertenzije 183 (78 %) 512 (79 %) 0,84  
Celokupni holesterol [mmol/L] 5,19 ± 1,27 4,76 ± 1,12 <0,001  
LDL holesterol [mmol/L] 3 (2,33-3,80) 2,60 (2,10-3,20) <0,001  
HDL holesterol [mmol/L] 1,11 ± 0,31 1,23 ± 0,35 <0,001  
Trigliceridi [mmol/L] 1,96 (1,42-2,60) 1,80 (1,20-2,60) 0,024  
Kadilci 21 (9,3 %) 53 (8,8 %)   
Rezultati analize slovenskih bolnikov s SB2 in PDR v primerjavi z bolniki, ki imajo le SB2, 
niso pokazali statistično pomembnih razlik pri starosti, deležu moških, sistoličnem in 
diastoličnem tlaku ter zgodovini hipertenzije. Statistično signifikantne razlike so se pojavile pri 
indeksu telesne teže (ITM), trajanju SB2, deležu bolnikov na inzulinski terapiji, HbA1c, 
celokupnem holesterolu, LDL in HDL vrednosti holesterola ter trigliceridov. Občutno višje je 
bilo trajanje SB2 pri bolnikih s PDR, in sicer za 8 let, prav tako je 28 % več bolnikov s PDR 
prejemalo inzulinsko terapijo. Celokupni holesterol, stopnja LDL holesterola in trigliceridov je 
bila za manj kot 0,5 mmol/L višja pri bolnikih s PDR, medtem ko je bila stopnja HDL 
holesterola nižja pri kontrolni skupini.  







CC 54 (22,7 %) 107 (16,1 %)  
CA 104 (44,2 %) 340 (51,2 %) 0,0564 
AA 78 (33,1 %) 217 (32,7 %)  
C 210 (44,7 %) 554 (41,7 %) 
0,288 
A 260 (55,3 %) 774 (58,3 %) 
HWE 0,10 0,17  
 
Razporeditev genotipov med bolniki s SB2 in PDR ter bolniki s SB2 brez PDR je bila na meji, 
da bi bili dve skupini med seboj signifikantno različni, saj smo za pomembno različne rezultate 
šteli tiste, pri katerih je bil p < 0,05. Razporeditev med posameznima aleloma C in A ni pokazala 
značilne razlike med populacijama (Preglednica 3).  
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5 RAZPRAVA IN SKLEP 
Bolniki, ki so sodelovali v študiji, so bili v večini starejši ljudje s sladkorno boleznijo. Zaradi 
tega se je potrebno zavedati, da je bilo trajanje SB2 lahko slabo ali celo napačno določeno. 
Velika večina poleg tega jemlje kombinacije različnih zdravil, zato se lahko pri posameznikih 
pojavijo razlike v kliničnih karakteristikah. 
 
Povprečni sistolični in diastolični tlak nista pokazala pomembne razlike med bolniki in kontrolo 
ter bila pričakovano v okvirih vrednosti za hipertenzijo. Hipertenzija se pojavi pri več kot 50  
% diabetikov in je eden od najbolj pogostih spremljevalec sladkorne bolezni. Prav tako imajo 
diabetiki s hipertenzijo 54 % višjo možnost za pojav kardiovaskularne komplikacije in 72 % 
višjo možnost smrti (Chen in sod., 2011). DR. Turner R. in sodelavci (1998), Matthews D.R in 
sodelavci (2004) ter Okudaira M. in sodelavci (2000) potrjujejo, da je povišan krvni tlak eden 
od ključnih rizičnih faktorjev za pridobitev in razvoj DR ter kasnejšega PDR. Hkrati 
ugotavljajo, da intenziven nadzor le-tega upočasni razvoj slepote. Trajanje SB2 je eden od 
ključnih faktorjev pojava in razvoja PDR (Klein in sod., 1984; Krakoff  in sod., 2003), na kar 
kažejo tudi naši rezultati, saj je bilo pri bolnikih s PDR trajanje SB2 v povprečju 8 let daljše. 
Znatno višje je bilo število bolnikov s PDR, ki so potrebovali terapijo z insulinom. Razlika v 
HbA1c med bolniki in kontrolo je bila za slabega 0,5 % nižja, kar je značilno za bolnike s PDR 
(Laching in sod., 2008). Kljub temu večina raziskav potrjuje pomembnost intenzivne terapije 
za stopnjo glukoze v krvi, saj ta pripomore k upočasnitvi razvoja bolezni, a ga ne more 
preprečiti ali ustaviti (The relationship …, 1995; Intensive …, 1998). Stopnje holesterolov pri 
bolnikih s PDR so bile v okvirih hiperholesterolemije, medtem ko so bile pri kontrolni skupini 
rahlo pod mejnimi vrednostmi. Pri količini trigliceridov je prišlo do signifikantnega povišanja 
pri bolnikih s PDR, čeprav so imeli že bolniki brez PDR povišano vrednost trigliceridov.  
 
Če se pri rezultatih razporeditve genotipov in razporeditve posameznih alelov držimo kriterijev, 
ki so bili zastavljeni na začetku raziskave, torej, da bodo rezultati značilni, če bo p<0,05, lahko 
potemtakem rečemo, da polimorfizem rs1617640 ni možen genski označevalec za PDR.  
Vseeno ne smemo spregledati rezultata pri razporeditvi genotipov, kjer je vrednost p le za 
0,0064 večja od vrednosti 0,05, kar bi pomenilo, da sta populaciji pomembno različni. Ta 
rezultat kaže, da bi bilo smiselno opraviti raziskavo na še večjem vzorcu slovenske populacije, 
preden lahko v celoti ovržemo našo hipotezo.  
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Globalna gospodarska in ekonomska rast v preteklih desetletjih je bistveno spremenila način 
življenja ljudi. Zaradi vse hitrejšega tempa življenja nam primanjkuje časa za aktivno gibanje 
in pripravo zdravih obrokov. Kar vidimo kot povečano število primerov SB2, debelosti in 
srčno-žilnih bolezni. Sladkorna bolezen je najbolj razširjena nenalezljiva bolezen na svetu,  90-
95 % vseh bolnikov ima sladkorno bolezen tipa 2, katere glavni vzrok je povišana telesna teža 
ob prenizki telesni aktivnosti (Zimet in sod., 2001). Globalna prevalenca SB2 je bila leta 2010 
6,4 %. Diabetična retinopatija, ki lahko kasneje vodi v proliferativno diabetično retinopatijo, je 
eden od možnih mikrovaskularnih zapletov SB2. DR je vodilni vzrok za izgubo vida pri 
odraslih, starih od 20 do 74 (Cheung in sod., 2010). Leta 2010 naj bi na svetu bilo  93 milijonov 
ljudi z DR in 17 milijonov ljudi s PDR (Clustering …, 1997; Yau in sod., 2012). Za 
upočasnjevanje razvoja DR in kasnejšega PDR je bistvena dobra glikemična in lipidna kontrola 
ter nadzor krvnega tlaka. Vseeno pa to ni vedno vzrok za nastanek DR, kombinacija trajanja 
sladkorne bolezni in stopnja HbA1c naj bi bili odgovorni, le za 11 % pojava DR pri sladkornih 
bolnikih, za ostalih 89 % so vzroki lahko genetske spremembe, okoljski toksini in okvare 
metabolnih poti (Lachin is sod., 2008). Obstajata dve različici diabetične retinopatije, in sicer 
neproliferativna diabetična retinopatija (NPDR) in proliferativna diabetična retinopatija (PDR). 
Za natančno karaterizacijo slednjih uporabljamo mednarodno lestvico. Na začetku retinopatije 
se pojavijo mikroanevrizmi, ki jih je s časoma vedno več in blaga NDPR napreduje v zmerno 
NPDR. Resna NDPR se pojavi, ko ima bolnik več intraretinalnih krvavitev, utore v venah ali 
intraretinalne mikrovaskularne nepravilnosti. Ko pride do neovaskularizacije ali krvavitev v 
očesno steklovino ima bolnik PDR. Patogeneza DR še ni znana v popolnosti, saj na njen 
mehanizem vpliva ogromno dejavnikov, ki so povezani z dolgoročno hiperglikemijo, kot so 
spremembe v toku krvi v mrežnici, hemostatske motnje, metobolne spremembe, povečan 
oksidativni stres, aktivacija izoform protein kinaze C in druge. (Brownlee, 2005). Poleg tega 
mnoge sistemske nepravilnosti pri sladkorni bolezni vplivajo na delovanje trombocitov in 
trombocitnega sistema, ki so lahko vključeni v razvoj DR oz. PDR. (Kunicki in sod., 1997; 
McLeod in sod., 1995). Večina se strinja, da so vnetje, fibroza in angiogeneza ključni dejavniki 
pri razvoju PDR. (Beijnum in sod., 2008). Angiogenska homeostaza je v zdravem očesnem 
tkivu kontrolirana z razmerjem med stimulatorjem angiogeneze VEGF in inhibitor angiogeneze 
PEDF. Pri pojavu PDR se to ravnovesje premakne v smer višanja angiogeneze (Simo in sod., 
2006). Za bolnike s PDR je značilno, da imajo v steklovini povečano izražanje genov VEGF in 
EPO, medtem ko je izražanje inhibitorja angiogeneze PEDF zmanjšano  (Abu El-Asrar in sod., 
2012). Gen za humani eritropoetin se nahaja na 7. kromosomu v regiji q22.1 (Zerbino in sod., 
2018). Sestavljen je iz petih eksonov ter štirih intronov, ki kodirajo enojno polipeptidno verigo, 
ki vsebuje 193 aminokislin (Lai in sod., 1986). Eritropoetin ima poleg vloge pri regulaciji 
produkcije rdečih krvničk, močan vpliv pri angiogenezi v mrežnici in s tem pomembno vpliva 
na razvoj PDR (Watanabe in sod., 2005). Polimorfizmi na promotorskih zaporedjih v genu 
lahko povečajo izražanje določenih genov za več kot 50 % (Hoogendoorn in sod., 2003). 
Trenutno so trije od sedmih študij polimorfizma rs1617640 (Tong in sod., 2008; Abhary in sod., 
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2010; Fan in sod., 2016) na genu EPO pokazale, da je ta polimorfizem lahko povezan z 
razvojem PDR, medtem ko ostalim tega ni uspelo dokazati (Hosseini in sod., 2015; Song in 
sod., 2015; Li in sod., 2017; Dame in sod., 2018). V naši raziskavi smo primerjali 2 slovenski 
populaciji, prva je vsebovala 235 sladkornih bolnikov tipa 2, ki imajo PDR, druga pa je služila 
kot kontrola in vsebovala 664 sladkornih bolnikov tipa 2 brez PDR. Krvni biokemični parametri 
so bilo določeni po standardnih metodah. Bolnikom je bil na tešče preverjen celokupni 
holesterol, vrednost trigliceridov in HDL, glukoza v krvi in HbA1c. Arterijska hipertenzija je 
bila definirana pri sistoličnem tlaku višem od 140mmHg in diastoličnem višjem od 90 mmHg 
ali pri povišanju obeh vrednosti. Ekstrakcija DNA smo nato izvedli s kompletom reagentov 
DNA Blood Mini Kit (Quigen GmbH, Hilden, Nemčija) in jo nato genotipizirali s PCR v 
realnem času (Real-Time PCR) in uporabo kemije KASPar (LGC Genomics, Middlesex, VB). 
Rezultati analize slovenskih bolnikov s SB2 in PDR v primerjavi z bolniki, ki imajo le SB2, 
niso pokazali statistično pomembnih razlik pri starosti, deležu moških, sistoličnem in 
diastoličnem tlaku ter zgodovini hipertenzije. Statistično signifikantne razlike so se pojavile pri 
indeksu telesne teže (BMI), trajanju SB2, deležu bolnikov na inzulinski terapiji, HbA1c, 
celokupnem holesterolu, LDL in HDL vrednosti holesterola ter trigliceridov. Razporeditev 
genotipov in alelov je pokazala, da preiskovan polimorfizem ni možen genski označeval PDR. 
Potrebno je omeniti, da je bila razporeditev genotipov med skupinama na meji statistične 
značilnosti (p = 0,0564), zato bi bilo za popolno zavrnitev naše hipoteze smiselno, da analizo 
ponovimo na večjem vzorcu slovenske populacije. 
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